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RESUMO

Saponinas sdo glicosideos de origem terpénica, com consideravel valor
econémico e ampla utilizacdo nos setores téxtil, alimenticio, cosmético e farmacéutico.
Estes compostos fazem parte do grupo de metabolitos secundarios vegetais, cuja funcao
esta envolvida nos mecanismos de protecdo e comunicacgdo das plantas. Sua acumulagéo
ocorre em resposta a estresses bidticos, como herbivoros e patdgenos, e abiéticos, como
radiacdo, salinidade e seca. Quillaja brasiliensis € uma espécie nativa do Rio Grande do
Sul, cujas saponinas estdo presentes majoritariamente nas folhas. Fragdes purificadas de
saponinas foliares provenientes desta planta, denominadas QB-90 e QB-80, mostraram
expressiva atividade adjuvante em vacinas experimentais em modelo murino contra
diferentes virus, indicando seu potencial farmacéutico. Tendo em vista melhor
entendimento do papel in planta destas moléculas, é importante averiguar suas outras
bioatividades e compreender sua dindmica de acimulo. Considerando a necessidade de
novos fungicidas menos agressivos ao meio ambiente, este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do extrato aquoso e de fragdes ricas em saponinas de Q. brasiliensis
frente ao crescimento de importantes fungos patégenos de plantas. As fragdes
purificadas de saponina, especialmente QB-90, foram capazes de inibir o crescimento
de Bipolaris micropus, Curvularia inaequalis e Fusarium incarnatum. Este efeito
fungicida esta de acordo com o papel geral de saponinas relatado na literatura e suporta
a ideia de um papel de defesa exercido por saponinas de Q. brasiliensis frente a
patdgenos flangicos, além de potencializar seu possivel uso no controle destes

microrganismos.

Palavras chave: atividade antifungica, metabolismo secundario, saponinas, Quillaja

brasiliensis



ABSTRACT

Saponins are glycosides of triterpenoids or steroids with high economic value,
being widely used in industry sectors, such as textile, food, cosmetic and
pharmaceutical. These metabolites are plant secondary products, whose function is
related to defense and communication mechanisms in plants. Accumulation of
secondary metabolites often takes place in response to biotic and abiotic stresses.
Quillaja brasiliensis is a native species of Rio Grande do Sul that accumulates
triterpenic saponins in its leaves. Purified saponin-rich fractions of leaves of this
species, named QB-90 and QB-80, showed strong immunoadjuvant properties in murine
experimental vaccines against several viruses, indicating their pharmaceutical potential.
To better understand in planta functions of these metabolites, it is useful to investigate
their bioactivities and their accumulation dynamics. Considering the need for
developing new fungicides less environmentally aggressive, this study aimed at
evaluating the effect of aqueous extracts and saponin-rich fractions of Q. brasiliensis
against three phytopathogenic fungi. Saponin-rich fractions, particularly QB-90, were
able to significantly inhibit the growth of Bipolaris micropus, Curvularia inaequalis
and Fusarium incarnatum. The data support a defense role for saponins of this tree
against fungi and indicate a new potential application of these metabolites in fungal

control.

Keywords: antifungal activity, secondary metabolism, saponins, Quillaja brasiliensis
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1) INTRODUCAO

a) Metabdlitos Secundarios

As plantas sdo capazes de produzir biomoléculas de variadas estruturas e
abundancia, em diferentes tecidos, 6rgdos e estagios fisiologicos, e que se mostram
essenciais para sua adaptabilidade e sobrevivéncia (Caretto et al., 2015). Estes
metabolitos sdo classificados em dois grandes grupos: primario e secundario. Os
primarios possuem suas estruturas altamente conservadas e sdo indispensaveis para 0
crescimento, desenvolvimento e reproducdo da planta (Hong et al., 2016), atuando em
processos como fotossintese, respiracdo, transporte de solutos, translocacdo, sintese
proteica, assimilacdo de nutrientes e diferenciacdo celular (Taiz & Zeiger, 2006).

Os metabdlitos secundarios pertencem a um grande grupo de fitoquimicos que,
por sua vez, nao estdo envolvidos diretamente nos processos basicos da planta (Gupta et
al., 2017). Por outro lado, estes compostos de baixo peso molecular apresentam
diversos papéis importantes para a fisiologia da planta e sua intera¢cdo com o ambiente,
sendo muitas vezes sintetizados quando se faz necessaria adaptacdo a estresses bidticos
e/ou abidticos (Korkina et al., 2017). Em relacéo aos estresses bidticos, 0s metabdlitos
oferecem protecdo contra patdgenos (virus, bactérias e fungos), contra predadores (tanto
herbivoros invertebrados como vertebrados) e ainda contra plantas competidoras
(alelopatia). Estresses abioticos cuja mitigacdo pode envolver metabolitos secundarios
incluem excessos de luz solar (ultravioleta, visivel e infravermelha), mudancas de
temperatura, seca, salinidade, deficiéncia de nutrientes e tratamento com herbicidas
(Ramakrishna & Ravishankar, 2011).

Apesar destes dois grandes grupos de metabdlitos serem muitas vezes estudados
separadamente, existe uma grande interconexdo entre eles, resultando em particdo de
alguns precursores e intermediarios, doacdo de energia e sinalizacdo molecular (Caretto
et al., 2015; Sheshadri et al., 2016). De fato, o metabolismo primario fornece
precursores para o secundario. Estes precursores incluem aminoacidos, carboidratos e
lipidios que sdo modificados por enzimas do metabolismo secundério, dando origem a
novas estruturas-mae, que, por sua vez, sofrem reacGes modificadoras, tais como
metilacdo, hidroxilacdo e glicosilacdo. De acordo com as estruturas quimicas, 0s
metabolitos secundarios sdo divididos em trés grandes grupos: terpenos, compostos

fenolicos e compostos nitrogenados (Korkina et al., 2017).



i) Terpenos

Os terpenos, também chamados de isoprenoides ou terpenoides, constituem a
maior classe dos metabolitos secundarios, chegando a mais de 40.000 diferentes
compostos ja descritos. Sua sintese ocorre a partir da fusdo repetitiva de unidades
basicas de isopreno (CsHg), € 0 numero de unidades determina sua classificagdo geral:
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (Lu et al., 2016).

Isopentenil difosfato (IPP) é a principal unidade basica utilizada na formacéo de
terpenos e pode ser formada a partir de duas vias metabdlicas: a rota do mevalonato
(MVA), usada para a sintese de isoprenoides citosolicos e mitocondriais, ou a rota do
MEP (metileritrol fosfato), produzindo isoprenoides plastidicos (Vranova et al., 2012).
O IPP é isomerizado a dimetilalil pirofosfato (DMAPP), e a condensacdo consecutiva
das unidades IPP e DMAPP leva a formacgdo de pirofosfatos prenilados, os precursores
imediatos das diferentes classes de terpenoides (Lu et al., 2016).

A grande diversidade quimica desta classe de compostos metabdlicos se reflete
nas mais variadas atividades bioldgicas in vivo. Temos como exemplo pigmentacao
fotossintética, composicdo de membrana, regulacdo hormonal, acdo antioxidante, além
de funcbes especializadas associadas as interagdes de plantas sésseis com outros
organismos no contexto da reproducdo, defesa ou simbiose, podendo agir como
repelentes ou atrativos (Gershenzon & Dudareva, 2007). Baseado neste contexto, 0s
terpenos tornaram-se um importante recurso natural para uso humano como produtos
farmacéuticos, sabores, fragrancias, suplementos alimentares (vitaminas ou
edulcorantes), pesticidas e matérias-primas para a producdo de um vasto conjunto de
materiais industriais (Bohlmann & Keeling, 2008).

O terpenoide mais abundante produzido comercialmente é a borracha natural,
atingindo producdo anual de 10’ toneladas. Outros terpenos de importancia econdmica
incluem mentol, um monoterpenoide extraido da hortela-pimenta e usado na industria
de sabor e perfume; acido abiético, um diterpenoide isolado da resina de coniferas que é
usado em lacas, vernizes e sabdo; e os farmacos artemisinina e taxol, com atividade

antimalaria e anticancer respectivamente (Bohlmann & Keeling, 2008).



(1) Saponinas

Saponinas séo triterpenos (30 carbonos) glicosilados encontrados, na sua
maioria, em espécies de plantas dicotileddneas. Sua natureza é anfifilica, ou seja, parte
da estrutura € lipofilica (sapogenina ou aglicona) e parte hidrofilica (sacarideo). O termo
saponina € derivado da palavra no latim sapo que significa “sabdo” e reflete sua
propriedade de formar espumas estaveis em solucBes aquosas, de modo semelhante ao
sabdo (Augustin et al., 2011). Saponinas possivelmente localizam-se nos vacuolos e
possuem funcdo de defesa (Kesselmeier & Urban, 1983; Yendo et al., 2014).

Assim como na biossintese dos demais terpenos, IPP e DMAPP agem como
precursores da biossintese de saponinas. A fusdo de ambas as unidades basicas leva a
formacdo do composto geranil difosfato (GPP), e posteriores reacdes enzimaticas
seguidas de oxidacdo conduzem a sintese de 2,3-oxidoescaleno, que é o precursor das
saponinas esteroidais e triterpénicas (Lambert et al., 2011). A diferenca entre ambas as
saponinas baseia-se na estrutura e na bioquimica de suas agliconas (Augustin et al.,
2011). A partir do precursor 2,3-oxidoescaleno podem ocorrer diversos tipos de reacfes
de ciclizacdo, além de outras modificacdes como oxidacdo, hidroxilacdo, glicosilacdo e
demais substituicdes (Lambert et al., 2011). O tipo de ciclase envolvido nessas reagoes
€ 0 que determina o tipo de esqueleto formado, sendo os principais damarenediol sintase
(DDS), B-amirina sintase (BAS) e a-amirina sintase (aAS) (Vincken et al., 2007;
Shibuya et al., 2009). Apesar da grande variabilidade estrutural, uma caracteristica
comum entre estes metabdlitos é a presenca de uma cadeia de aglcar ligada a uma
aglicona (Lambert et al., 2011).

A diversidade estrutural das saponinas € chave para suas numerosas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas na planta. Sua importante acdo de defesa esta
ligada as propriedades antimicrobiana, fungicida, alelopatica, inseticida e moluscicida
(Dinda et al., 2010; Francis et al., 2002; Lambert et al., 2011). O tratamento com
elicitores pode elevar ainda mais o nivel de saponinas in vivo. Dentre estes, podem ser
citados extrato de levedura, acido salicilico ou derivados de jasmonato, sendo estes dois
ultimos conhecidos por estimularem respostas de defesa da planta a patdgenos e
herbivoros, respectivamente (Yendo et al., 2010). O aumento destas moléculas pode se
dar de acordo com a disponibilidade de agua e nutrientes, radiagdo luminosa ou efeitos
combinados (Szakiel et al., 2011).



Apesar de os mecanismos moleculares envolvidos nestes efeitos toxicos e
deterrentes ndo estarem completamente elucidados, a hipdtese mais provavel e mais
estudada é a tendéncia das saponinas em causar perturba¢fes na membrana (Francis et
al., 2002), em funcdo de interaces com esterdis e lipideos (De Groot & Miiller-
Goymann, 2016). Em relacdo a atividade antifungica, o0 mecanismo principal também
estd aparentemente relacionado a interagdo com membranas, causando perda de
integridade das mesmas (Morrissey & Osbourn, 1999). J& sua atividade moluscicida
pode ocorrer devido a seu efeito detergente nas membranas do trato digestivo ou
epiderme dos moluscos. Estes metabolitos foram também identificados como
prejudiciais a alguns protozoarios. Certas saponinas e sapogeninas sdo capazes de
desativar virus (Francis et al., 2002).

Em modelos animais foi mostrado o efeito adjuvante de saponinas e seus
derivados sobre a funcdo especifica do sistema imune, tanto celular quanto humoral,
além de baixa toxidez para mamiferos (De Costa et al., 2014). Efeitos citostaticos
significativos contra células cancerigenas e a capacidade em diminuir o nivel de
colesterol no soro animal também foram relatados (Francis et al., 2002). Em razéo
destas e demais propriedades ja relatadas, esta classe de terpenos apresenta grande valor
comercial e € utilizada na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e na agricultura
(Szakiel et al., 2011). Sua ampla utilizacdo abrange fungdes como agentes conservantes,
espumadgenos, modificadores de sabor e para remocdo de colesterol em produtos
lacteos, constituintes de muitos medicamentos populares tradicionais e adjuvantes em

vacinas (Augustin et al., 2011).

b) Quillaja brasiliensis

Quillaja brasiliensis (Quillajaceae) é uma arvore nativa do sul do Brasil,
comumente conhecida como “pau-sabdo” devido a caracteristica de formar abundante
espuma em agua (Figura 1) (Fleck et al., 2006). Esta espécie apresenta em suas folhas
saponinas triterpénicas que sdo estrutural e funcionalmente similares aquelas
encontradas em cascas de Quillaja saponaria (Figura 2) . Q. saponaria é uma arvore
chilena congénere cujas cascas sdo uma das principais fontes industriais de saponina,
como Quil-A®, fracdo que tem sido amplamente estudada e utilizada como adjuvante
em formulagdes de vacinas (de Costa et al., 2014). No entanto, a vasta exploragdo desta

planta chilena tem causado grandes danos ecoldgicos e consideravel escassez de
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suprimentos disponiveis, o0 que torna as saponinas de Q. brasiliensis uma possivel fonte
destes compostos através de exploracdo mais sustentavel e rapida por extracéo de folhas
(Fleck et al., 2006).

(a)

Figura 1. Individuo de Q. brasiliensis, localizado em Cangucu, RS (a). Flor (b), fruto

verde (c) e fruto maduro (d) da espécie.

Figura 2. Pro-sapogenina do acido 3-O-B-p-glicuronopiranosil-quiléico, isolada de

folhas de Q. brasiliensis.

O contetdo de saponinas presente em Q.brasiliensis pode ser induzido por

estresses abidticos como exposicdo a radiacdo UV-C, alteracdo de regimes luminosos e



agentes osmaticos, bem como por estresses bidticos simulados pelo uso de moléculas
sinalizadoras (jasmonato e &cido salicilico), além de dano mecénico controlado e
ultrassom, indicando papel de defesa destes metabolitos na planta (De Costa et al.,
2013). Outros estudos demonstraram que tanto o extrato aquoso foliar de Q. brasiliensis
quanto uma fracdo de saponina dele purificada (QB-90) estimularam resposta imune
humoral e celular contra herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5), virus
da poliomielite humana, virus da diarreia viral bovina (BVDV) e virus da raiva
veterinaria. Os extratos e a fracdo purificada empregados mostraram efeito adjuvante e
baixa toxidez em modelo murino, de forma comparavel ou superior a fracdo comercial
chilena Quil-A® (Fleck et al., 2006; Silveira et al., 2011; De Costa et al., 2014; Cibulski
et al., 2016; Yendo et al., 2016).

¢) Fungos fitopatogénicos

1) Bipolaris sp.

Bipolaris € um grande género de hifomicetos demaciaceos, anamorfo dos
géneros de Ascomycota Cochliobolus e Pseudocochliobolus. Suas tipicas caracteristicas
morfolégicas incluem colénias escuras de crescimento rapido, conidiéforos geniculados
com conidiogénese simodial, grandes conidios em sua maioria curvados, e com
germinacdo a partir das extremidades (bipolar). A maioria das espécies pertencentes a
este género vive e se alimenta de matéria organica morta do solo e sdo patégenos de
plantas tropicais e subtropicais, sendo algumas espécies ainda capazes de infectar
humanos e animais (Da Cunha et al., 2012).

As espécies mais relevantes do ponto de vista clinico sdo B. australiensis, B.
hawaiiensis, B. spicifera e B. papendorfii. Estes fungos infectam pacientes
imunossuprimidos e imunocompetentes causando sinusite alérgica, queratite,
endoftalmite, onicomicose, peritonite associada a dialise, infec¢bes pulmonares e
cuténeas e infecgdes pelo sistema nervoso central (SNC) (Da Cunha et al., 2012).
Referindo-se a infeccdo em plantas, atingem principalmente culturas de campo de alto
valor da familia Poaceae, incluindo arroz, milho, trigo e sorgo. A doenca causa
manchas e ferrugem foliares, derretimentos teciduais e podriddes radiculares
(Manamgoda et al., 2014).



A distribuicdo global destes fungos fitopatogénicos ocorreu possivelmente como
resultado da transferéncia geografica de produtos agricolas como plantas e sementes.
Em consequéncia, surgiram doengas devastadoras em culturas béasicas, causando fome
em grandes populacbes humanas de diversas regides do mundo. Como exemplo,
podemos citar os problemas de fome na india (1943-1944) devido & doenca do arroz,
enormes perdas em culturas de milho nos Estados Unidos e Reino Unido (1970)
resultantes da ferrugem foliar, e ainda o fungo Bipolaris sorokiniana, declarado em
1990 o patogeno foliar do trigo mais importante economicamente em regides quentes
(Manamgoda et al., 2014). Recentes estudos moleculares identificaram outras trés novas
espécies pertencentes a este género, dentre elas Bipolaris micropus (Da Cunha et al.,
2012).

i) Curvularia sp.

Assim como Bipolaris, o género Curvularia é anamorfo do género Cochliobolus
e, portanto ambos compartilham diversas similaridades. Em relacdo as caracteristicas
morfologicas, Bipolaris e Curvularia diferem apenas pela morfologia dos conidios,
sendo conidios de Curvularia menos alongados, com células medianas mais largas e
euseptadas (Manamgoda et al., 2014). No entanto, ainda assim podem existir conidios
intermediarios entre os dois géneros o que dificulta a taxonomia de ambos (Manamgoda
etal., 2011).

Similarmente, estes fungos vivem a partir da matéria organica do solo ou sdo
patdgenos de plantas, com algumas espécies capazes de infectar humanos e animais.
Casos clinicos relataram algumas espécies associadas a diferentes tipos de infec¢éo,
como queratite, sinusite, infecgbes cutaneas e subcutaneas, peritonite, onicomicose,
endocardite, endoftalmite, feneofomicose cerebral e doenca broncopulmonar alérgica e
disseminada (Da Cunha et al., 2013). Em relacdo as infeccdes em plantas, este género
desencadeia 0s mesmos fendtipos da doenca causada por Bipolaris, tornando impossivel
a distingdo do patdgeno apenas pelos sintomas (Amaradasa & Amundsen, 2016).

Nos EUA, estado de Nebrasca, Curvularia inaequalis foi identificado em
“grama de bufalo” (Buchloe sp.), causando sintomas de manchas foliares. Este mesmo
fungo infecta folhas de gramados, iniciando por manchas castanhas escuras, seguidas de

destruicdo da ponta das folhas e eventual ferrugem. A medida que a doenca progride, as



manchas foliares diminuem e o dossel torna-se mais fino (Amaradasa & Amundsen,
2016).

iii) Fusarium sp.

O género Fusarium também pertence ao filo Ascomycota (Ramdial et al., 2017).
A identificacdo das diversas espécies, dependente de caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas, € muito limitada devido a grande similaridade entre elas, o que torna
necessaria a utilizacdo de métodos moleculares a fim de fazer esta distingdo (Castella &
Cabafies, 2014). A vasta distribuicdo e diversa ecologia das espécies de Fusarium
retratam sua diversidade metabolica, podendo ser encontrados no solo como saprofitos e
mutualistas, ou em diversos habitats como parasitas de plantas e animais (Pacheco
Marino et al., 2016).

Espécies como Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum e Fusarium solani
mostraram ser patdégenos cutdneos ou viscerais em peixes, podendo causar infeccbes
letais (Pacheco Marino et al., 2016). Em relacdo ao impacto vegetal, este género de
fungos esta entre os fitopatdgenos mundiais mais importantes. Estdo associados a varias
doencas, incluindo murchas, manchas e necrose de véarias espécies horticolas, de campo,
ornamentais e florestais em ecossistemas agricolas e naturais. Sua estratégia de infeccao
baseia-se na producdo das mais diversas micotoxinas que contaminam produtos
agricolas e os tornam inadequados para o consumo humano e animal (Ramdial et al.,
2017).

A titulo de exemplo, na ilha de Trinidade, a perda de 20-40 % na producédo de
pimentdo foi resultado da infeccdo por Fusarium sp. (Ramdial et al., 2017). Na Europa
do norte e central, estes fungos estdo associados a doenca giberela em plantacdes de
trigo e milho (Castella & Cabafies, 2014). A infeccdo do sorgo resulta em doengas como
apodrecimento das raizes e do caule, ferrugem das plantulas e mofo dos gréos (Divakara
et al., 2014). Tomates também sdo muito suscetiveis a estas infeccBes na pds-colheita
devido ao seu epicarpo suculento que possibilita a penetracdo das hifas fangicas na fruta
(Bakar et al., 2013).

Fusarium incarnatum é uma espécie amplamente distribuida, e, apesar de ser
comum nos tropicos e subtropicos, é também encontrada no Mediterraneo e em regides
temperadas. Este fungo estd relacionado com a contaminagdo pela micotoxina

zearalenona (ZEA) em sementes de sorgo na india, Argentina e Tunisia. O complexo de
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especies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) representa um complexo de cerca de
30 espécies morfologicamente similares, capaz de infectar uma vasta gama de culturas
(Lahouar et al., 2017).



2) JUSTIFICATIVA

Uma parte expressiva dos métodos de controle de fungos fitopatogénicos
envolve o uso de fungicidas sintéticos ou baseados em metais pesados, como cobre.
Apesar de geralmente muito eficientes, estes métodos podem causar efeitos ambientais
indesejaveis, e 0 emprego incorreto € um potencial fator para o desenvolvimento de
cepas resistentes de patdgenos. Alternativas de controle fangico mais ambientalmente
amigaveis vém sendo intensamente buscadas, incluindo controle biolégico e uso de
produtos naturais biodegradaveis e com mecanismos diversos de acdo (Rahman et al.,
2010). Neste contexto, a avaliacdo de extratos e fragdes enriquecidas em saponinas de
Q. brasiliensis como agentes de controle de fungos fitopatogéncios representa uma
linha de investigacdo relevante, levando-se em consideracdo sua baixa toxidez para
humanos (Fleck et al., 2006), biodegradabilidade e possivel mecanismo geral sobre a
funcionalidade de membranas bioldgicas (presumivelmente com menor probabilidade

de desenvolvimento de resisténcia).
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3) OBJETIVOS

a) Objetivo Geral

Avaliar a potencial atividade bioldgica do extrato e fragdes purificadas de

saponinas de Quillaja brasiliensis na inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos.

b) Objetivos Especificos

Obter o extrato aquoso e duas fracOes purificadas de saponinas foliares de

Quillaja brasiliensis;

Analisar a atividade antimicotica das saponinas através da medicdo do raio de

crescimento dos fungos.

11



4) MATERIAIS E METODOS

a) Biomassa Vegetal

Folhas de individuos adultos de Quillaja brasiliensis foram coletadas no
municipio de Cangucu, RS, Brasil (31.3965° S, 52.6788° W). Estas folhas foram
selecionadas de acordo com a sua salde, integridade e auséncia de contaminagdo por
fungos ou outros parasitas. O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante em
temperatura abaixo de 40°C, triturado em moinho de facas e conservado em local ao
abrigo de luz e umidade. Um voucher da espécie esta depositado no herbario ICN da
UFRGS (ICN 142953).

b) Extracdo de folhas

As folhas moidas e secas foram mantidas sob agitacdo overnight com &gua
destilada na proporcdo 1:8 (m/v). A mistura foi deixada em repouso a fim de decantar o
material vegetal, e a solucdo foi pré-filtrada em algoddo e posteriormente em funil de
Buchner com papel filtro duplo. O processo de agitacdo overnight e filtragdo foram
repetidos utilizando o mesmo material vegetal, a fim de aumentar o rendimento do
extrato. Foram misturadas ambas as solucdes aquosas filtradas obtendo um volume total
de 1500 mL, e foram adicionados 50 mL de solucdo de gelatina 2% com o objetivo de
precipitar taninos condensados. Apds a formacdo do precipitado, o extrato foi filtrado
em funil de Buchner com papel filtro triplo. A solucéo resultante foi particionada em
um funil de separacdo utilizando 200 mL de acetato de etila. A fase apolar foi
descartada e a etapa de particdo foi repetida ainda duas vezes. Foi feita uma pré-
secagem em rotavapor a 45°C e posterior secagem completa em liofilizador, obtendo
assim o extrato aquoso (EA) (Fleck et al., 2006).

¢) Purificagéo de saponinas

Nos experimentos de atividade antifungica, foram utilizadas duas fraces de
saponina, denominadas QB-80 e QB-90, obtidas a partir do extrato aquoso. A fim de
obter estas fracbes, o EA foi purificado através de cromatografia de fase reversa

utilizando silica Lichroprep® Merck RP-18 (40-63 pm) como fase estaciondria, e
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gradiente de solucdo aquosa de 0 a 100% de metanol como fase movel. As alteracdes da
fase mével foram feitas modificando a sua concentracdo a cada 10%, e as fracOes de
interesse foram coletadas em dois pontos especificos. Estas fracdes obtidas foram secas
em rotavapor a 45°C e sua composi¢do foi monitorada por cromatografia em camada
delgada (CCD). A CCD foi executada em placas de aluminio revestidas por silica gel
tendo butanol:4cido acético:agua (5:1:4, v/iviv) como fase mével e anisaldeido-sulfarico
seguido de aquecimento como reagente de revelagédo (Fleck et al., 2006).

d) Cultura de fungos

Fungos fitopatogénicos Bipolaris micropus, Curvularia inaequalis e Fusarium
incarnatum foram cedidos pela Faculdade de Agronomia da UFRGS (Departamento de
Fitossanidade — Prof® José Martinelli). A escolha dos fungos utilizados no experimento
foi dependente da disponibilidade destes no departamento de fitossanidade e por sua
relevancia como fitopatdgenos. Culturas fangicas foram mantidas no Laboratério de
Fisiologia Vegetal da UFRGS em meio BDA (batata 140 g.L™, dextrose 10 g.L, 4gar

20 g.L™!) com temperatura controlada (25 + 3°C), sob ciclo de claro/escuro de 12h.

e) Avaliacdo de atividade antimicética

Para os ensaios antifungicos foram utilizadas quatro replicatas por tratamento
por fungo. Os ensaios foram repetidos duas vezes de modo independente. Os
tratamentos submetidos ao teste foram EA a base de saponina (4% e 40%, m/v), fracGes
QB-80 (1% e 2%, m/v) e QB-90 (1% e 2%, m/v), controle negativo (dgua destilada) e
controle positivo (Maxim XL® — 1 ppm). A escolha das concentracdes de cada
tratamento foi feita tendo como base outros estudos de atividade deterrente de saponinas
realizados previamente pelo grupo. 200 pL dos diferentes tratamentos e controles foram
separadamente distribuidos sobre as placas de Petri (25 mm de raio) contendo meio
BDA solidificado, e deixado secar. Um fragmento de 2 mm de didmetro do &gar
contendo micélio ativo de cada fungo foi colocado no centro de cada placa, com o
auxilio de uma lamina de bisturi e uma pinca. As placas foram invertidas e incubadas a
25 °C £ 3°C sob ciclo de claro/escuro 12h, e os raios de crescimento foram medidos em

milimetros apds 4 e 7 dias de incubacéo.
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f) Analise estatistica
Os resultados foram analisados para distribuicdo normal e avaliados por

ANOVA seguido de teste Tukey, utilizando o pacote estatistico Sisvar 5.6 para

Windows.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 4 dias de experimento, nenhum dos tratamentos de extrato aquoso e
fracdes de saponina mostraram diferenca significativa na inibicdo do crescimento dos
fungos analisados. O grupo correspondente ao controle negativo apresentou crescimento
padrdo, enquanto o controle positivo com fungicida comercial foi efetivo na inibicdo.
Este dado sugere que as saponinas ndo atuam na fase inicial de desenvolvimento dos
fungos, e sim nas fases posteriores. De fato, apds 7 dias de experimento, foi observada
inibicdo do crescimento dos fungos sob efeito de tratamento com saponinas e em alguns
casos da concentracdo proposta, sendo observadas algumas diferencas no padrdo de
inibicdo entre os microorganismos analisados.

Bipolaris micropus apresentou inibicdo de crescimento quando submetido ao
tratamento com uma das fracdes de saponina. QB-90 2% e 1% inibiram o crescimento
do fungo em 68% e 58% respectivamente, comparado com o controle (Figura 3),
confirmando acdo fungicida das saponinas presentes na fracdo, conforme esperado para
esta classe de metabolitos (Francis et al., 2002). No entanto, estes tratamentos foram
menos eficazes do que a referéncia positiva Maxim XL®, cujo efeito inibitério foi
praticamente 100%. Em relacdo a fracdo QB-80 e extrato aquoso, nenhuma das
concentragdes inibiu o crescimento do fungo de forma significativa (Figura 3). Isto
indica que o nivel de inibicdo do crescimento € dependente do tipo de extrato de
saponina analisado. E possivel que pequenas diferencas nas estruturas destes compostos
possam interferir na sua bioatividade especifica (Chapagain et al., 2007). Esta
propriedade pode também ser influenciada por especificidades de composi¢do do

extrato bruto e das diferentes fragdes enriquecidas em saponinas.
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Figura 3. Raio de crescimento do fungo B. micropus apés 7 dias incubagdo em agar
contendo EA ou fracbes de saponina de Q. brasiliensis. Os tratamentos foram
formulados com fracdes (m/v) QB-90 2% ou 1%, QB-80 2% ou 1%, EA 40% ou 4%,
Maxim® XL 1 ppm (controle positivo) ou agua (controle negativo). As barras
representam a média * erro padrdo. As diferentes letras indicam diferenca significativa
pelo teste Tukey (p<0,05).

Similarmente, as andlises com Curvularia inaequalis indicaram inibicdo de
crescimento em 63% e 59%, comparado ao controle negativo, pelos tratamentos QB-90
2% e 1%, respectivamente, mas este efeito fungicida foi menos efetivo do que o
antifangico controle Maxim XL®. A menor concentracdo de QB-80 reduziu o
crescimento flngico em 25%, enquanto a maior concentracdo apresentou apenas 10%
de inibicdo, sendo a primeira significativamente diferente do controle negativo (Figura
4). Portanto, em C. inaequalis, ambas as fracdes purificadas de saponina, QB-80 e QB-
90, mostraram acdo inibitdria, embora a Gltima tenha sido mais eficaz, o que esta de
acordo com os dados obtidos para B. micropus. Os tratamentos com extrato aquoso
foram similares ao controle negativo (Figura 4). A ocorréncia de atividade inibitéria
pela fracdo QB-80 em C. inaequalis e ndo em B. micropus indica que diferentes
espécies apresentam diferentes sensibilidades a algumas fracdes de saponinas, talvez
refletindo modos de acdo distintos ou variagbes na composicdo das membranas

bioldgicas (Chapagain et al., 2007).
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Figura 4. Raio de crescimento do fungo C. inaequalis ap6s 7 dias incubacdo em agar
contendo EA ou fracbes de saponina de Q. brasiliensis. Os tratamentos foram
formulados com fracdes (m/v) QB-90 2% ou 1%, QB-80 2% ou 1%, EA 40% ou 4%,
Maxim® XL 1 ppm (controle positivo) ou agua (controle negativo). As barras
representam a média * erro padrdo. As diferentes letras indicam diferenca significativa
pelo teste Tukey (p<0,05).

Foi observado um efeito dose dependente na inibicdo de crescimento do fungo
Fusarium incarnatum. A maior concentracdo de QB-90 inibiu 0 seu crescimento em
60%, enquanto a menor concentragdo desta mesma fracdo de saponina inibiu o fungo
em 13%, ndo apresentando efeito significativo (Figura 5). Efeito dose dependente ja
havia sido observado em estudos anteriores de acdo bioativa de saponinas provenientes
de outras espécies de plantas (Chapagain et al., 2007; Sparg et al., 2004). Entre a fracdo
QB-80, os extratos e controle negativo ndo ocorreram diferencas significativas no
crescimento (Figura 5).
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Figura 5. Raio de crescimento do fungo F. incarnatum ap6s 7 dias incubacdo em agar
contendo EA ou fracbes de saponina de Q. brasiliensis. Os tratamentos foram
formulados com fracdes (m/v) QB-90 2% ou 1%, QB-80 2% ou 1%, EA 40% ou 4%,
Maxim® XL 1 ppm (controle positivo) ou agua (controle negativo). As barras
representam a média * erro padrdo. As diferentes letras indicam diferenca significativa
pelo teste Tukey (p<0,05).

De forma geral, pode ser observado pelos ensaios aqui propostos que saponinas
de folhas de Q. brasiliensis mostraram ter efeito inibitério no crescimento dos trés
fungos. Estes dados condizem com estudos anteriores que consideram as saponinas em
geral como tendo ampla atividade antifingica. Extratos de Balanites aegyptiaca,
Quillaja saponaria e Yucca schidigera, inibiram o crescimento de alguns fungos
patdgenos de plantas (Chapagain et al., 2007). Saponinas triterpendides a partir de
Chenopodium quinoa e diferentes espécies do género Phytolacca inibiram o
crescimento de variados fungos patdgenos de plantas e humanos. Demais extratos ricos
nestes metabdlitos secundarios, incluindo as saponinas esteroidais, mostraram efeito
fungicida contra Crytococcus neoformans, Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Pneumocystis carinii, entre outros patdgenos (Sparg et al., 2004).

Um mesmo extrato rico em saponinas pode apresentar efeitos distintos na
atividade antifingica diante de diferentes fungos. Por exemplo, extrato de Balanites
aegyptiaca demonstra ter alta atividade inibitéria contra Pythium ultimum e leve
atividade estimulante contra Colletotrichum coccodes. A variagdo pode estar

relacionada a mudancas na composicao de esterois e lipideos de membranas das células
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de diferentes fungos (Chapagain et al., 2007). De fato, esta caracteristica ja foi relatada
como possivel causa de diferentes sensibilidades de fungos fitopatogénicos (e.g.
Alternaria solani, Botrytis cinerea, Fusarium sambucinum, Pythium sulcatum) ao
lipopetideo ciclico antimicrobiano fengicina de Bacillus subtilis CU12, com particular
relevancia atribuida a variacbes em contetudo de ergosterol e fosfolipideos aniénicos
(Wise et al., 2014). Saponinas de casca de Q. saponaria sabidamente interagem com
componentes de membrana (De Groot & Mauller-Goymann, 2016), o que é um forte
indicativo que 0 mesmo possa ocorrer com as saponinas foliares de Q. brasiliensis, as
quais sao estruturalmente muito similares as da casca da espécie chilena. A associagédo
das saponinas, principalmente com os esterdis, pode resultar em complexos que alteram
a integridade da membrana celular fungica e/ou causam a formacdo de poros
transmembranares. A atividade fungicida de saponinas também pode estar relacionada
com a sua estrutura, visto que 0 numero, o tipo e a sequéncia de seus residuos de agucar
possuem grande efeito nesta bioatividade (Morrissey & Osbourn, 1999; Sparg et al.,
2004).

Considerando o crescente aumento de doencas vegetais causadas por fungos
fitopatogénicos, acoplado aos problemas ambientais e de resisténcia gerados pelo mau
uso de fungicidas quimicos, o desenvolvimento de novos mecanismos de controle
destes patdgenos se torna necessario. Uma boa alternativa de fungicidas sdo aqueles de
origem natural, visto que podem apresentar menor toxicidade a outros organismos e
baixo efeito residual no meio ambiente devido a biodegradabilidade. Como observado
neste estudo, no entanto, seu espectro de a¢do ndo é sempre homogéneo para diferentes
fungos, indicando a necessidade de usos especificos. Apesar disso, 0s trés fitopatdgenos
examinados neste trabalho foram inibidos de modo significativo pela maior
concentracdo de QB-90 avaliada (2% p/v). Em suma, as fragdes QB-90 2% e 1%
apresentaram os melhores resultados de inibicdo de crescimento dos fungos Bipolaris
micropus e Curvularia inaequalis, e QB-90 2% também inibiu Fusarium incarnatum de
forma significativa. A fracdo QB-80 1% apresentou atividade apenas contra C.
inaequalis. Os resultados indicam papel das saponinas de Q. brasiliensis na protecdo
contra fungos e potencial para seu uso como agentes no controle de fungos

fitopatogénicos.
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6) CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Saponinas provenientes de folhas de Quillaja brasiliensis mostraram efeito
significativo na inibicdo de fungos filamentosos fitopatogénicos. Além de auxiliar na
caracterizacdo do papel in planta destes compostos, os dados presentes neste trabalho
indicam a possivel aplicacdo de saponinas como uma alternativa ambientalmente
amigavel para o controle de fungos patdgenos de plantas, reduzindo a necessidade de
aplicacdo de fungicidas quimicos.

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, cujo objetivo é o de analisar o
potencial bioativo das saponinas como agentes deterrentes de herbivoros generalistas,
bem como inibidores do crescimento de fungos. Estudos futuros visam avaliar o efeito
de maiores concentragdes de extrato aquoso no crescimento de fungos patégenos de
plantas, bem como estudar a acdo de extratos ricos em saponina frente a fungos

patégenos de humanos.
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